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ポリエチレングリコール修飾によるコレステロールエステル
分解酵素の体内挙動変化
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Clearancestudyofpolyethyleneglyco1-modifiedcholesterolesterase.
ShujiMoRI, YasunariNAKATAandHiroshiENDO
Theclearanceofpolyethyleneglyco1-modifiedcholesterolesterasewasinvestigatedspectro-
photometricaly,ascomparedwithnativeone.PEG-modificationprovidedthesignificantelongation
inclearancetimeofcholesterolesteraseafterintravenousinjectioninmouse.Thismethodwasshown
tobeefectiveforcreatingnewbiomaterials.
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緒 言
酵素が持つ優れた性質を,臨床検査を初めとす
る様々な分野に応用しようとする試みが,近年,
飛躍的に進歩し脚光を浴びつつある｡しかしなが
ら,実際に酵素を応用するにあたり,安定性や特
異性の欠如等の理由から,そのままの形では使用
できなかったり,制限を持たざるを得ない酵素も
多数存在するQこういった欠点を持つ酵素につい
ては,それを補うか,あるいは新しい機能を付与
する工夫が必要であり,その方法の一つとして化
学修飾法が存在する｡化学修飾法とは,他の分子
で従来から存在する物質 (酵素)に化学的な修飾
を施し,全 く新しい機能を持った物質 (酵素)-
と作り換える方法である｡
この手法を用いて,我々はコレステロールエス
テル分解酵素として従来より知られているコレス
テロールエステラーゼ (CEH)を,両親媒性ポリ
マーであるポリエチレングリコール (PEG)で化
学的に修飾することにより,有機溶媒に溶解可能
で,かつ有機溶媒中で種々のコレステロールエス
テルを効率良く合成する新酵素-と作 り換えるこ
とに成功している1,2)0
一方,このようなPEG修飾を施したCEHは,
岡山大学医療技術短期大学部衛生技術学科
その周囲をPEGでくまなく包み込まれているた
め,生体内投与された場合において,加水分解酵
素や免疫系等による分解を受け難 くなっているも
のと予想される｡このことを明らかにするために,
本研究ではPEG修飾 CEHの生体内挙動に関し
て,未修飾 CEH との比較のもとに検討を行った｡
材 料 と 方 法
1.活性化 PEGの作製
塩化シアヌル378mg,モノメトキシポリエチレ
ングリコール (平均分子量5,000)20gをベンゼン
中でNa2CO 3存在下80℃120hr反応させ,粗活性
化 PEG画分を得た｡この粗画分を石油エーテル
及びベンゼンーアセ トンの混液を用いてそれぞれ
分別精製し,活性化 PEGとしてCEHの修飾に用
いた｡
2.PEG修飾 CEHの作製
CEH 2mgと活性化 PEG 80mgを0.1M ホウ
酸緩衝液 (pH10.0)0.32ml中で混合し37℃で1
hr反応させ た｡その後,100mM Tris-buffered
saline(TBS,pH7.5)を5ml添加し反応を停止
し,更に,未反応物除去のため限外音戸過を行った.
これを生理食塩水に対して透析し,蛋白定量の後,
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100JLg/mlの濃度に調製して以下の実験に用いたo
また,未修飾 CEH も同様の蛋白濃度に調製し実
験に供した｡
3.蛋白定量
蛋白質濃度は,Bradfordの方法3)に準じて測定
した｡この際,ウシ血清アルブミンを標準物質と
して用いた｡
4.血渠中CEH活性の測定
1)静脈内投与並びに経時的採血
雄性 Balb/Cマウス (8～10週齢,体重約25g)
より,前もって酵素投与の1hr前にコントロール
として眼底採血し,血柴を採取した｡その後,PEG
修飾 CEH及び未修飾 CEH溶液 を尾静脈 より
100pl投与し,各々0.5,1,2,4,7,20hr後に採
血し,得 られた血渠中に含 まれるCEH活性 を
Noelらの方法4)に準 じた酵素学的方法を用いて
測定した｡
2)CEH活性の測定4)
生理食塩水で10倍希釈 したマウス血奨又は
CEH標品50JJlに,950JJlの発色試薬 (7.9mM フ
ェノール,0.5mM 4-アミノアンチピリン,5.61
〟g/mlペルオキシダーゼ,68.42/Jg/mlコレステ
ロールオキシダーゼ,2.6mM ラウリン酸コレス
テロール,6.3mM コール酸ナ トリウム,26.8mM
トリトンⅩ-100,10mM TBS(pH7.5))を添加
し,37℃で反応を行った｡20分後に,1%NaN3
溶液を100FEl加えることにより反応を停止させ,
反応に伴って生 じて来る赤色色素を500nmで比
色定量LCEH活性とした｡
結 果 と 考 察
PEG修鏑に基づいて生 じるCEHの生体内で
の挙動変化を実際に検討する前に,まず測定系自
体に作用することが予想される種々の因子 (例え
ば,血菜自体に含まれているコレステロールや採
血時に混入してくる-バリン等)の影響について
検討を行った｡
その結果,得られた血菜を希釈せずに測定系に
加えた場合には有意なバックグラウンドの上昇が
諸められ,そのままでの使用は不可能であった｡
しかし,この影響は血葉を5倍以上に希釈して用
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Fig.1.EfectofmouseplasmaonCEHactivity.The
activityofPEG-modifiedCEHwasassayedin
thepresenceofvariousconcentrationsofmouse
plasmaasdescribedinMaterialsandMethods.
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Fig.2.EfectofheparinonCEHactivity.Theactiv-
ityofPEG-modifiedCEH(○)ornativeone(●)
wasmeasuredinthepresenceofvariousconcen-
trationsofheparinasdescribedinMaterials
andMethods.
いることによって,ほぼ解消することができた(図
1)｡また,-バリンの影響に関しては,反応系に
400unit/mlもの濃度で添加 した場合でもCEH
活性には殆ど影響が認められず(図2),通常,採
血時に混入する-バリンは4unit/ml以下である
ことより-バリン混入の問題は全 く考慮する必要
性の無いことが明らかとなった｡
以上の予備的検討の後,PEG修飾 を施 した
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Fig.3.TimecourseofCEHactivityinmouseplasma
afterintravenousinjectionofPEG-modified
CEHandnativeone.MaleBalb/Cmousewas
injected intravenously with 0.1mlofPEG-
modifiedCEH(○)ornativeone(●).Atin-
dicatedperiod,plasmawascolectedandits
CEH activity was measured spectro-
photometricaly.
CEHをマウスに静脈投与し,その後の血中残存
活性を,未修飾CEHとの比較のもとに経時的に
測定したところ,両者とも投与後約 1hrで最大ピ
ークに達することが明らかとなった｡しかしなが
ら,未修飾CEHが投与後5hr以内にほぼコント
ロールレベルにまで早やかに低下するのに対して
(図3,●),PEG修飾CEHは投与後5hrを経て
ち,まだ最大活性の約50%が保持され,コントロ
ールレベルにまで戻るには20hr以上を要するこ
とが判明した (図3,○)0
PEGの性状に関しては,これまでに1)蛋白質
と共存させた場合に,その高次構造になんら変化
を及ぼさないこと,2)イヌ静脈に,90mg/kg/day
の濃度で一定期間 (2,6,12ケ月)投与しても,
病理学的,血液学的になんら変化を与えないこと,
3)生体内投与してもアレルギー誘発能が全く認
められないこと5)等の性質を有することが知られ
ている｡従って,このような性質を示すPEGで周
囲を包み込まれたCEHは,加水分解酵素等によ
る攻撃を受けにくく,かつ免疫系にも認識されに
くい安定な分子となる可能性が大であると予想さ
れたO現に,PEGと渠似した構造を持つ化合物(ポ
リアルキレングリコー ル誘導体)にも同様の安定
化作用があることが報告されている6,7)｡
本研究においても,PEG修飾を施すことによっ
て,実際にCEHの血中クリアランスが著しく延
長することが明らかとなった｡今後,その原因に
ついて前述の線に沿った詳細な解析を進めて行く
必要があると考えられるが,本手法はこれまでに
ない機能を持った物質を新たに作製する上で有用
な方法であり,他の様々な酵素にも適用すること
が充分に可能であるため,今後,多分野で幅広く
応用されるものと期待される｡
文 献
1)Mori.S.,Nakata,Y.andEndo,H∴Biosynthesisof
cholesterollinoleate by polyethylene glyco1-
modifiedcholesterolesteraseinorganicsolvents.
Biotechnol.Appl.Biochem.15:278-282,1992.
2)Mori,S.,Nakata,Y.andEndo,H.:Enzymatic
propertiesofpolyethyleneglycoトmodifiedcholes-
terolesteraseinorganicsolvents.
Biotechnol.Appl.Biochem.16:101-105,1992.
3)Bradford,M.:Arapidandsensitivemethodforthe
quantitationofmicrogram quantitiesofprotein
utilizingtheprincipleofprotein-dyebinding.
Anal.Biochem.72:248-254,1976.
4)Noel,S.P"Dupras,R.andFilion,A.M.:Theactivity
ofcholesterolesterhydrolaseintheenzymatic
daterminationofcholesterol:Comparisonoffive
enzymesobtainedcommercialy.
Anal.Biochem.129:467-471,1983.
5)Carpenter,C.P"Woodside,MD.,Kinkead,E.R.,
King,∫.M.,Sulivan,L.J∴Responseofdogsto
repeated intravenousinjection ofpolyethylene
glyco14000Withnotesonexcretionandsensitiza-
tion.
Toxicol.Appl.Pharmacol.18:35-40,1971.
6)村上幸子,船El正,石田J5巳朗 :酵素水溶液の安定化
に関する研究 ;安定化剤としてのグリセリン-ポリオ
キシプロピレン-エーテルの効果.油化学,32:493-
497,1983.
7)村上幸子,船田 正,石田示巳朗 :酵素水溶液の安定化
に関する研究(第2報);グリセリン-ポリオキシプロ
ピレン-エーテルによる安定化について.泊化学,
33:148-150,1984.
- 55-
